Effect of polyamines on blood coagulation and fibrinolysis, and prostaglandin synthesis by 本間, 玲子
 
 
 
 
 
 
血液凝固線溶系及びプロスタグランジン合成に対する 
ポリアミンの効果 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2006 年 
 
 
本間 玲子 
 
-2- 
目 次 
 
序論 3 
 
第一章 血液凝固線溶系に対するポリアミンの作用  5 
材料と方法 6 
結果 
1-1. 血液凝固系に対するポリアミンの作用 9 
1-2. 線溶系に対するポリアミンの作用 17 
考察 21 
 
第二章 プロスタグランジン合成に対するポリアミンの作用 23 
材料と方法 25 
結果 27 
考察 36 
 
結論 37 
 
謝辞 38 
 
参考文献 39 
 
要旨 45 
 
主論文目録 49 
 
審査委員名 50 
-3- 
序 論 
 
ポリアミンはほとんどすべての組織に分布し、通常の細胞増殖に必須の低分子塩基性
生理活性物質である(1-3)。代表的なポリアミンであるプトレスシン、スペルミジン及び
スペルミンの構造式を図 1 に示した。ポリアミンの細胞内濃度は生合成、分解、取り込
み及び排出により精密に制御されている(4,5)。ポリアミンは細胞内においてはほとんど
遊離の状態では存在せず、核酸特に RNA と complex を形成して存在し、転写または翻
訳の種々の段階で影響を与えている(6,7)。ポリアミンは大腸菌では 30S ribosomal 
subunits の in vivo での assembly を誘導し(8)、また、細胞増殖に重要な特定の蛋白質
の合成を促進する(9,10)。 
ポリアミンはそのカチオンとしての性質から、核酸以外にも種々の生体成分と相互作
用することが報告されている。その一つがグリコサミノグリカン(GAG)である。GAG
は酸性 polysaccharides であり、glypican、syndecan、perlecan や ryudocan といっ
た proteoglycans の構成成分として mammalian cells の細胞外マトリックスや細胞表
面に見出され(11-13)、糖の骨格構造からいくつかに分類されている。実際、スペルミ
ンと glypican との affinity が高いとの報告(14)や、最近では、GAG がポリアミンの取
り込みに必要であること、glypican-1 の heparan sulfate (HS)は mammalian cells の
ポリアミンの取り込みのための vehicle となる(15)等の報告があり、ポリアミンが GAG
と相互作用し、なんらかの作用を示す可能性が考えられた。また、内皮細胞上の HS は
血栓症（thrombosis）や止血（hemostasis）に必要であることが報告されており(16)、
ポリアミンが細胞から遊離した場合、GAG とポリアミンの相互作用は血液凝固や止血
に重要な役割を果たしている可能性が考えられた。そこで、血液凝固線溶系に対するポ
リアミンの作用を検討した。 
一方、ポリアミンは細胞膜とも相互作用することが報告されており、ポリアミンが
lysozyme による Micrococcus luteus の溶解を阻害し(17)、膜酵素の活性を変化させる
結果も報告されている(18-20)。このことから、ポリアミンと膜との相互作用の例とし
てプロスタグランジン合成に対するポリアミンの効果を検討した。 
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            図 1 ポリアミンの構造式 
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第一章 血液凝固線溶系に対するポリアミンの作用 
材料と方法 
 
グリコサミノグリカン類 
 
コンドロイチン硫酸 Chondroitin sulfate (CS)：ウシ気管軟骨由来(平均分子量 15,000)
及びデルマタン硫酸 Dermatan sulfate (DS) ：ブタ皮膚由来（平均分子量 16,000）は新
日本薬業(Tokyo, Japan)より供与された。 
ヒアルロナン Hyaluronan (HA)：Streptococcus zooepidemicus 由来 (平均分子量, 
20,000)は紀文フードケミファ(Tokyo, Japan)より購入した。  
へパリン Heparin (HP)：ブタ腸粘膜由来(平均分子量 16,000) 及びヘパラン硫酸
Heparan sulfate（HS）：ブタ腸粘膜由来(平均分子量, 15,000) は Celsus (USA)より購入
した。 
グリコサミノグリカンの完全 O-硫酸化体の調製、硫酸残基数の決定及びヘキソサミンの
分析は戸井田らの方法(21,22)にて行った。 
 
酵素、基質及びその他の試薬 
 
トロンビン(50-150 U/mg protein)、アンチトロンビン(AT) (200-400 U/mg protein)及び
プラスミン(3-6 U/mg protein)は Sigma 社 (USA)より、Glu-plasminogen 及びリコンビ
ナント組織型プラスミノーゲンアクチベーター(tPA)(400 KU/mg protein)はそれぞれ
American Diagnostica Inc. (USA)及び協和発酵(Tokyo, Japan)より購入した。 
プトレスシン 2 塩酸塩、スペルミジン 3 塩酸塩、スペルミン 4 塩酸塩はナカライテスク
(株) (Kyoto, Japan)より購入した。 
蛍光基質はトロンビン活性測定用には t-butyloxycarbonyl-L-valyl-L-prolyl-L-arginine 
4-methylcoumaryl-7-amide (Boc-Val-Pro-Arg-MCA) (23)を、プラスミン活性測定用には 
t-butyloxycarbonyl-L-valyl-L-leucyl-L-lysine 4-methylcoumaryl-7-amide (Boc-Val-Leu- 
Lys-MCA) (24) を 、 tPA 活 性 測 定 用 に は L-Pyroglutamylglycyl-L-arginine-4- 
methylcoumaryl-7-amide (Pyr-Gly-Arg-MCA)を用い、ペプチド研究所 (Osaka, Japan)
より購入した。 
 
凝固時間の測定 
 
ウサギ血漿は、耳介静脈より 0.38%クエン酸採血後、遠心した上清を用いた。0.2 ml の
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反応液を 37℃ 2 分間プレインキュベーションした後、0.5 U/ml のトロンビン 0.1 ml を添
加した。反応液中には 0.1 ml のウサギ血漿、0～0.1 U/ml (0～45 nM) ヘパリン及び 0～3 
mM のスペルミンを含む 。凝固時間は、coagulometer (KC-10A, Heinrich Amelung 
GmbH, Germany)を用いて測定した。なお、ヘパリン、スペルミン及びトロンビンは 0.15 
M 塩化ナトリウム溶液に溶解した。 
 
各種酵素活性の測定 
 
96 穴マイクロプレートを用い、反応液 0.2 ml とし、0.1 M Tris-HCl buffer , pH 7.4 及
び 0.1 mM 蛍光基質存在下にて、各酵素及び種々濃度のグリコサミノグリカン及びポリア
ミン共存下で、37℃ 30 分間インキュベートし、基質より遊離したアミノメチルクマリン
の蛍光強度（Ex. 380 nm、Em. 460 nm）をマイクロプレート用蛍光光度計(SPECTRA max 
GEMINI, Molecular Device, USA)を用いて測定した。各蛍光基質は dimethylsulfoxide 
(DMSO)にて 10 mM に溶解した後、添加した。 
トロンビン活性測定時には、トロンビン 25 mU/ml、アンチトロンビン 25 mU/ml を添
加し、基質として Boc-Val-Pro-Arg-MCA を用いた。 
プラスミン活性測定時はプラスミンを 10 mU/ml、基質として Boc-Val-Leu-Lys-MCA
を用いた。 
Glu-プラスミノーゲンと tPA を用いたプラスミン活性測定時は、プラスミンの替わりに
Glu-plasminogen 2 µg/ml と tPA 500 U/ml を添加し、測定した。 
tPA 活性測定時には tPA を 500～2000U/ml、基質として Pyr-Gly-Arg-MCA を用いた。  
 
HP あるいは完全 O-硫酸化 HP とスペルミンの affinity の測定 
 
反応液 0.2ml（0.1 M Tris-HCl , pH 7.4、 3.5 µM HP あるいは完全 O-硫酸化 HP、 
10-150 µM スペルミン及び 1.85 kBq [14C]スペルミン (4.2 GBq/mmol)）を 30 °C 15 分
間インキュベートした。反応液の 0.18 ml を Ultrafree®-MC filter unit (5,000 NMWL, 
Millipore, USA) に添加し、5,000 rpm 10 分間遠心し、遊離した[14C]スペルミンを含むろ
過液を約 0.03 ml 得た。ろ過液及び遠心前の反応液それぞれ 0.02 mL の放射活性を液体シ
ンチレーションスペクトロメーターで測定した。Dissociation constant は遠心分離中に
HP あるいは完全 O-硫酸化 HP とスペルミンとの結合が変化しないと仮定し、スキャッチ
ャードプロットにより算出した(25)。 
 
Surface plasmon resonance (SPR) 
 
AT 及び tPA 等の標的蛋白質への HP の結合は、Marks らの方法（26）に従い、表面プ
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ラズモン共鳴測定装置 BIA 2000 optical Biosensor (Biacore, Sweden)を用いて測定した。
本方法は、二分子間の特異的な結合を定量的に測定することができる。すなわち、どちら
か一つの分子を固定化したセンサーチップ表面における二分子間結合による質量変化を、
照射したレーザー光の屈折率の変化として real time に測定することにより、結合様式を
解析するだけでなく、結合定数や解離定数を算出することができる。 
標的蛋白質のセンサーチップ表面への固定化は 10,000 RU 共鳴単位、すなわち蛋白質量
にして約 1 ng 程度を、N-hydroxysuccinimide/methyl-N'-[3-(dimethylamino) propyl] 
carbodiimine hydrochloride (Pierce)を用いた標準的なアミンカップリング法で行った。セ
ンサーチップ表面への固定化は、10 mM sodium acetate buffer, pH 5.0 に蛋白質を 10 
µg/ml で溶解し行った。その後、センサーチップ表面に残った活性基は 1M エタノールア
ミン pH8.5 でブロックした。コントロールのフローセル（センサーチップ）表面は蛋白
質固定化用測定フローセルと同様に活性化し、固定化用蛋白質の添加を除き、すべて同様
にブロックして用いた。二分子間の相互作用の測定には、0.005% Tween 20 含有
phosphate-buffered saline (PBS), pH 7.4 (binding buffer)を用いた。グリコサミノグリカ
ンの結合は、25℃にて流速 30 µl/min で 3 分間フローセルに注入した後、2 分間緩衝液に
置換し、乖離を観察した。二分子間の結合によって生じるセンサーチップ上の表面プラズ
モン共鳴は時間を横軸にモニターし、resonance units (RU)として示した。標的蛋白質が
固定化されていないコントロール用センサーチップ表面の屈折率の変化は、センサーチッ
プ表面に対する GAG の非特異的な結合を補正するため、それぞれの測定条件下で、試料
の RU 値から減じた。測定後、センサーチップ表面を 1 M NaCl, pH 3.4 で 30 秒洗浄した
後、binding buffer を 1 分間添加して NaCl 溶液を除去し、再生させ繰り返し用いた。結
合の平衡化状態は、GAG 添加時間中の最後の 10 秒間の応答を平均して算出した。データ
は BIA evaluation software (version 3.0)を用いて解析した。 
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結 果 
1-1. 血液凝固系に対するポリアミンの作用 
トロンビンによる血液凝固に対するヘパリンとスペルミンの作用 
 
血管内皮細胞の plasma membrane 上のヘパラン硫酸(HS)は血液の抗凝固作用に対し重
要な役割を担っている(27)。  以前に報告されたように、ヘパリン(HP)はヘパラン硫酸
（HS）よりも硫酸残基を多く含んでおり(28,29)、トロンビンによる血液凝固に対し、強
力な抗凝固作用を示し、臨床においても汎用されている。そこで、代表的な GAG である
HP に対するポリアミンの影響を代表的なポリアミンであるスペルミンを用いて、ウサギ
血漿にトロンビンを添加して凝固時間を測定する系において検討した。ウサギ血漿に 0.5  
U/ml のトロンビンを添加した際の凝固時間は 77 秒であり、ここに HP を添加することに
より凝固時間は延長し、15 nM (0.03 U/ml) 添加で 141 秒、45 nM (0.1 U/ml) 添加では
10 分経過しても凝固は観察されなかった (Table 1-1)。  血液凝固に対するスペルミンの
影響を HP 存在下及び非存在下で検討した。HP 非存在下ではスペルミンの凝固時間に対
する作用はほとんど認められなかった。HP 存在下でスペルミンを添加すると添加濃度に
依存し、HP の抗凝固活性は阻害され、45 nM HP 存在下でもスペルミン 3 mM 添加時の
凝固時間は 79.8 秒と、HP 添加による凝固時間の延長はほとんど認められなくなった。
(Table 1-1)。   
 
Table 1-1 Effect of HP and spermine on coagulation of rabbit plasma  
caused by thrombin 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
The values are expressed as the mean of duplicate determinations.   
The 15 nM heparin correspond to 0.03 unit. 
0                   0 77.0
0 0.3 71.0
0 1.0 66.4
0 3.0 61.3
15                   0           141
15 0.3           115
15 1.0 84.0
15 3.0 75.0
45                   0         >600
45 0.3         >600
45 1.0           142
45 3.0 79.8
Heparin(nM) Spermine(mM) Coagulation time(sec)
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アンチトロンビン（AT）存在下でのトロンビン活性に対するグリコサミノグリカン（GAG）
とポリアミンの作用 
 
HP は AT と相互作用することにより抗凝固活性を示すことは良く知られている(28,29)。
そこで、凝固系に対するスペルミンの影響をさらに詳細に検討するために、トロンビン活
性を合成基質 Boc-Val-Pro-Arg MCA を用いて測定する系にて検討した。 
AT 存在下でトロンビン活性に対する HP の作用と共に、代表的な GAG である HS、デ
ルマタン硫酸（DS）、コンドロイチン硫酸（CS）及びヒアルロナン（HA）の 5 種の GAG
の作用を検討した。トロンビン活性の GAGによる阻害の程度は HP > HS > DS > CS ≅ HA
の順であり、最も強い抗トロンビン活性を示した HP の IC50は 0.11 nM であった。HS
及び DS の IC50はそれぞれ、5.95 及び 44.4 nM であり、CS および HA には抗トロンビン
活性は認められなかった。今回用いた 5 種の GAG の 2 糖単位あたりの硫酸残基数は HP
で約 2.7、HS、DS 及び CS は約 1、HA は 0 であった。5 種 GAG の阻害の程度は硫酸化
されたグルコサミンの存在（HP と HS に存在）と 2 糖単位当たりの硫酸残基の数による
ものと考えられた。さらに、DS は 90％が L-イズロン酸であるのに対し、CS では 100％
D-グルクロン酸である。GAG と蛋白質との相互作用には糖鎖の柔軟性が重要である
(30,31)が、D-グルクロン酸は L-イズロン酸に比較しより柔軟性がない(32)と報告されてい
る。L-イズロン酸には、柔軟性があるため DS は弱いながらも抗トロンビン作用を示した
と考えられた。結果及び本試験に用いた GAG の構造式及び 2 糖単位当たりの硫酸残基数
について Table 1-2 に示した。 
 
次に、GAG の硫酸残基の重要性を確認するために、5 種 GAG の完全 O-硫酸化体を用い
て、GAG の阻害活性を検討した(21)。DS、CS 及び HA を完全 O-硫酸化すると 2 糖単
位当たりの硫酸残基数は 4.0 となり、これらの抗トロンビン活性は著しく増強され、その
IC50はそれぞれ、0.82、1.06 及び 0.90 nM となった。一方、HP と HS の場合、2 糖単位
当たりの硫酸残基数はそれぞれ 2.77 から 4.88 及び 0.7 から 4.22 となった。HP 及び HS
の硫酸残基数が 4.0 より多い理由は、グルコサミンの NH2 基が硫酸化されているからで
ある。これらの結果から、HP と HS のグルコサミンの NH2基の硫酸基数はそれぞれ 0.88
および 0.22 と推測された。完全 O-硫酸化 HP 及び HS のトロンビン活性に対する IC50 
は、それぞれ 0.95 nM 及び 3.10 nM であり、HP は非修飾物に対し完全 O-硫酸化により
阻害効果はわずかに減弱し、HS は完全 O-硫酸化によりわずかに増強した。完全 O-硫酸化
HP に比較し、完全 O-硫酸化 HS の阻害効果が小さいのは、HS 中の D-グルクロン酸の存
在 によるものと考えられた。HP は L-イズロン酸の含量が高いのに対し、HS は D-グル
クロン酸含量が高い。非修飾物の結果で記載したように、D-グルクロン酸は柔軟性がない
ために阻害活性が小さいと考えられた。 
また、完全 O-硫酸化 HP の IC50は 0.11 nM から 0.95 nM と大きくなった。この現象は
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GAG の活性に対する作用は非特異的な作用ではなく、糖鎖構造と蛋白質との特異的な結
合によることが強く示唆された。 
なお、これら非修飾物及び完全 O-硫酸化物の抗トロンビン作用は AT 非存在下では認め
られなかった。 
 
次に、ポリアミン特にスペルミンは HS 及び HP の硫酸残基と interact できる(14)との
報告があることから、抗トロンビン活性を示した非修飾及び完全 O-硫酸化 GAG の作用に
対するポリアミンの効果を、AT 存在下で検討した。Fig.1-1 の上段に HP の、中段に HS
の下段にDSの結果を、また、左側には非修飾物の右側に完全O-硫酸化物の結果を示した。
GAG は IC50値の約 5 倍高い濃度を添加した。この条件下ではポリアミン非存在下ではト
ロンビン活性はほとんどないか、あってもわずかな活性しか示さなかった。ここにポリア
ミンを添加すると添加濃度に依存し、GAG (HP、HS 及び DS)の抗凝固作用を減弱した。
その作用の強さは他のポリアミンの作用と同様スペルミン＞スペルミジン＞プトレスシン
であった。0.5 nM (10 ng/ml ) HP 存在下でのスペルミン、スペルミジン及びプトレスシン
の EC50 値はそれぞれ約 40、600 及び 1500 µM であり、SPM 0.3 mM 添加で、HP の
抗トロンビン作用は完全に認められなくなった。HS や DS でも同様な EC50 値が得られ
た。非修飾 GAG に代わって完全 O-硫酸化 GAG を反応液に添加した場合、スペルミンと
スペルミジンの EC50 は低濃度にシフトしたが、プトレスシン の EC50 は、完全 O-硫酸
化 HS を除き、完全 O-硫酸化 HP と DS では かえって上昇した。HS の場合はおそらく、
IC50の際と同様な原因と考えられた。この結果は、プトレスシンを除き、スペルミンとス
ペルミジンは非修飾の HS 及び DS に比較し、完全 O-硫酸化 HS 及び DS とより強く相互
作用するためと考えられた。 
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Table 1-2  Inhibition of thrombin activity by unmodified and fully sulfonated GAGs in the presence of AT 
Unmodified Fully sulfonated 
Glycosaminoglycans Structure 
Number of 
sulfonate 
groups/ 
disaccharide 
IC50 
(nM) 
Number of 
sulfonate 
groups/ 
disaccharide 
IC50 
(nM) 
Heparin 2.7 0.11 ± 0.007 4.88 0.95 ± 0.03 
Heparan sulfate 
 
0.7 5.95 ± 0.48 4.22 3.10 ± 0.28 
Dermatan sulfate 
 
1.0 44.4 ± 2.6 4.0 0.82 ± 0.05 
Chondroitin sulfate 
 
1.1 >700 4.0 1.06 ± 0.08 
Hyaluronan 
 
0 >700 4.0 0.90 ± 0.06 
Thrombin activity was measured in the presence of AT.  The values are expressed as the mean ± S. D. of 
triplicate determinations.  The 700 nM glycosaminoglycans did not show any inhibitory activity on 
thrombin in the absence of AT.  The hexosamine residues such as glucosamine for HP, HS and HA and 
galactosamine for DS and CS, and inorganic sulfonate were determined separately by HPLC after acidic 
hydrolysis of GAGs (22). Fully sulfonated HP contains 4 O-sulfonate and 0.88 N-sulfonate/disaccharide. 
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Fig. 1-1.  Effect of polyamines on thrombin activity in the presence of GAGs and AT. 
Assay was performed at various concentrations of polyamines shown in the figure.  
The values are expressed as the mean ± S. D. of triplicate determinations.   
SPM, spermine; SPD, spermidine; PUT, putrescine. 
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次に HP 及び完全 O-硫酸化 HP に対するスペルミンの Kd値をスキャッチャードプロッ
トにより求めた。Fig.1-2 に示したように、スペルミンの HP 及び完全 O-硫酸化 HP に対
する Kd 値はそれぞれ 41.1 及び 20.8 µM であり、この値はトロンビン活性に対する EC50
と大変近い値であった。この結果から、AT と HP の相互作用をスペルミンが HP に結合
することにより弱めていることが示唆された。この可能性について surface plasmon 
resonance (SPR)を用いて検討した。本測定法は二分子間の特異的な結合を定量的に測定
することができる唯一の方法である。AT を固相化し、検体として HP、スペルミンあるい
は HP とスペルミンを同時に添加した。25℃にて流速 30 µl/min で 3 分間測定した後、2
分間緩衝液に置換し、解離を観察した。Fig. 1-3 は横軸に時間を、縦軸に二分子間の結合
によって生じるセンサーチップ上の表面プラズモン共鳴を resonance(RU) として示した。
これらのデータから求めた結合定数(ka)と解離定数(kd)より Kd 値を算出した(Table 1-3)。
HP の AT に対する Kd 値は 24.1 nM であり、高い affinity を示した。5 µM HP に種々
の濃度のスペルミンを同時に添加すると、その Kd 値は徐々に大きくなり、30 µM スペ
ルミン添加時、 AT の HP に対する Kd 値は約 1/9 となった。この結果より、AT と HP
との結合はスペルミンの共存により、弱められることが明らかとなった。 
 
 以上、ポリアミンは血液凝固系に対し、AT と HP/HS の結合を阻害することにより、
HP/HS の抗凝固作用を阻害した。 
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Fig. 1-2.  Scatchard plot of spermine binding to HP (A) and fully sulfonated HP (B).  
n, number of spermine bound/disaccharide; [spermine], concentration of spermine. 
 
 
Table 1-3. Kinetic parameters of interaction between AT and HP, spermine and 
HP-spermine complex 
 
 Kinetic parameters 
 
Analyte ka kd  Kd 
 (M-1 s-1) (s-1) (M) 
Heparin 7.11 x 104 1.71 x 10-3 2.41 x 10-8 
Spermine 26 1.96 x 10 -2 7.56 x 10-4 
Heparin (5 µM) 
 + spermine (0.3 µM) 1.19 x 104 1.18 x 10-3 9.96 x 10-8 
 + spermine (3 µM) 7.20 x 103 1.25 x 10-3 1.74 x 10-7 
 + spermine (30 µM) 3.78 x 103 7.94 x 10-4 2.10 x 10-7 
 
Data of SPR sensorgram were analyzed by BIA evaluation software (version 3.0) and 
the Kd value was obtained from association constant (ka) and dissociation constant 
(kd). 
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Fig.1-3. SPR sensorgram of the interaction between AT and HP, spermine and 
HP-spermine complex.  Coating of AT to sensor surface and monitoring of SPR were 
performed as described in Materials and Methods. 
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1-2. 線溶系に対するポリアミンの作用 
fibrin の溶解はプラスミンによるものであり、プラスミンはプラスミノーゲンから組織
型プラスミノーゲンアクチベーター (tPA)により産生する (33)。 そこで、HP とスペル
ミンの作用をプラスミン用の合成基質である Boc-Val-Leu-Lys-MCA を用いて プラスミ
ン単独あるいはプラスミノーゲンと tPA共存系で検討した。なお、ここで用いた基質は tPA
によってはほとんど水解されないことを確認した。Fig. 1-4 に示したように、HP はプラ
スミン単独の系では作用はまったく認められなかったが、プラスミノーゲンと tPA の共
存系では合成基質の水解を濃度依存的に促進した。40 nM HP 添加時、プラスミノーゲン
と tPA の共存系の水解は 6.5 倍促進された。また、スペルミンを添加すると凝固系での知
見と同様濃度依存的に HP の作用を抑制し、40 nM HP 添加時、スペルミン 1 mM 添加で
HP の作用は認められなくなった。スペルミンの EC50 値は約 100 µM であった。この結
果から、HP はプラスミンとではなく tPA と反応することが示唆された。なお、HP 非添
加時にはスペルミンの影響はプラスミン単独、プラスミノーゲンと tPA 共存系、tPA 単独
の系においてほとんど認められなかった。そこで、tPA と HP の相互作用を SPR により
確認した(Fig. 1-5 及び Table 1-4)。tPA を固相化し、検体として HP、スペルミン及び HP
とスペルミンを用いた。tPA に対する HP の Kd 値は 175 nM であり、AT に対する HP
の Kd 値よりも大きかった。5 µM HP と共にスペルミンを添加すると、添加量に従い Kd
値は小さくなり、30 µM スペルミン添加時、tPA に対する HP の Kd 値は 3.6 倍小さくな
った。このことより、スペルミン存在下では tPA と HP の相互作用は強くなることによ
り、tPA 活性が低下することが示唆された。tPA の active site の構造は tPA、HP とス
ペルミンの三者の complex を形成することにより、変化するのかも知れない。 
以上、ポリアミンは HP/HS による tPA 活性の増強を阻害することにより、線溶を阻害
した。 
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Fig. 1-4. Effect of spermine on fibrinolysis.  Assay was performed at various 
concentrations of HP and spermine shown in the figure.  A. Substrate 
(Boc-Val-Leu-Lys-MCA), Glu-plasminogen and tPA.  100% activity, 375 fluorescence 
intensity.  B. Substrate and plasmin. 100% activity, 1350 fluorescence intensity.  The 
values are expressed as the mean ± S. D. of triplicate determinations. 
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Fig. 1-5.  SPR sensorgram of the interaction between tPA and HP, spermine and 
HP-spermine complex.  Coating of tPA to sensor surface and monitoring of SPR was 
performed as described in Materials and Methods. 
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Table 1-4.  Kinetic parameters of the interaction between tPA and HP, spermine and 
HP-spermine complex 
 
 Kinetic parameters 
 
Analyte ka kd  Kd 
 (M-1 s-1) (s-1) (M) 
 
Heparin 1.48 x 104 2.59 x 10-3 1.75 x 10-7 
Spermine 5.78 x 103 5.96 x 10 -2 1.03 x 10-5 
Heparin (5 µM) 
 + spermine (0.3 µM) 1.38 x 104 9.91 x 10-4 7.20 x 10-8 
 + spermine (3 µM) 1.35 x 104 9.42 x 10-4 6.99 x 10-8 
 + spermine (30 µM) 1.68 x 104 8.11 x 10-4 4.83 x 10-8 
 
 
Data of SPR sensorgram were analyzed by BIA evaluation software (version 3.0) and 
the Kd value was obtained from association constant (ka) and dissociation constant 
(kd). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 1-6.  Effect of polyamines on blood coagulation and fibrinolysis. 
Blood coagulation
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考 察 
以上、ポリアミンは AT と HP/HS との相互作用を阻害することにより、HP/HS の抗凝
固作用を阻害し、また、HP/HS による tPA 活性の増強を阻害することにより、線溶を阻
害した(Fig. 1-6)。 この結果から、ポリアミンは HP/HS との相互作用を介し、出血時の
止血に重要な役割を果たしている可能性が示唆された。 
ウサギ血漿を用いたトロンビンによる凝固は HP により阻害され、ポリアミンにより HP
の作用は減弱した。これは、スペルミンが血漿中で HP と AT の相互作用を阻害している
ことを反映したものと考えられた。 
血管内皮細胞の表面上には高いレベルで HS が存在し(12,16)、通常血管における血液の
流動性を保持していると考えられている。従って、出血時の止血に際しては血管内皮細胞
上の HS の関与が高いと考えられ、ポリアミンがこの HS の作用を減弱し、止血に重要な
役割を果たす可能性が考えられた。血漿中のスペルミンの濃度は低いことが報告されてい
る。しかし、スペルミンはほとんどすべての細胞内に mM の濃度で存在する(34,35)。もし、
出血部位で細胞が損傷した場合、スペルミンの濃度が局所的に 100 µM のオーダーまで上
がる可能性がある。この場合には スペルミンと HP の Kd 値は 40 µM であることから、
スペルミン は HP と反応できると考えられた。血漿を用いた凝固時間の検討では、HP の
抗凝固活性を阻害するには高い濃度（1～3 mM）のスペルミンが必要であった。この実験
条件においては、血漿は 0.38%のクエン酸を含んでおり、スペルミンは HP だけではなく、
クエン酸と反応しているためと考えられる。 
ポリアミンと同様に、塩基性蛋白であるプロタミンも HP/HS の抗凝固作用を阻害する
作用を持ち(36)、臨床において、HP 使用時の中和剤として使用されている。しかし、プ
ロタミンは生体内では精子中に核酸との複合体としてのみ存在し、その存在は限局されて
いる。  
ポリアミンの血液凝固系に対する作用としては、以前に、スペルミジン及びスペルミン
が血小板凝集を阻害すると報告された（37,38）。しかし、これは HP/HS の非存在下での
検討であった。 
HP/HSの抗凝固作用は良く知られているが、最近、HP/HS が tPAとの相互作用を介し、
線溶系にも関与していることが報告された (39,40)。今回、HP が線溶に関与する tPA の
活性を促進することが明らかとなった。  
HP を完全 O-硫酸化した場合、スペルミンの HP に対する Kd 値は 41 µM から 20 µM
に低下した。さらに、HP に結合するスペルミンの数は 2 糖単位当たり 0.51 から 0.89 に
増加した。また、AT 存在下で、トロンビン活性に対する完全 O-硫酸化 HP の作用を検討
した際、スペルミンの完全 O-硫酸化 HP の抗凝固活性の減弱効果は非修飾物を用いた場合
よりも低濃度で認められた。これらは、HP の硫酸残基数が増えることにより、スペルミ
ンは HP に結合しやすくなり、また、結合数も増加し、そのため、HP の作用に対しても
-22- 
低濃度で阻害作用を示したものと考えられる。しかしながら、完全O-硫酸化HPの IC50 は
0.11 nM から 0.95 nM に上がった。この現象は GAG の作用は非特異的な結合によるもの
ではなく、糖鎖構造と蛋白質との特異的な結合によることが強く示唆される。HP の AT
との結合部位は、中心に 3-O-sulfonated glucosamine 残基を含む 5 糖構造であることが
報告されている (28,29)。さらに、5 糖構造を完全 O-硫酸化すると HP の AT に対する
affinity が低下することが示唆された (21)。このように、AT と HP の相互作用は HP の
硫酸化パターンにより精密に制御されており、HP の最適な、特有の構造が HP の作用に
重要であると考えられる。 
また、生体内では HP は肥満細胞中にしか存在せず、血管内で抗凝固作用を示している
のは上記に記載したように血管内皮細胞上の HS である。Table1-2 に示したように、AT
存在下での抗トロンビン作用を検討した際の HP 及び HS の IC50値は約 50 倍もの差があ
った。しかし、HS においても HP に比べその存在頻度は低いものの AT との結合部位で
ある中心に 3-O-sulfonated glucosamine 残基を含む 5 糖構造は存在することが報告され
ており（27）、その存在頻度の違いが、構成糖の違いに加え、IC50値の違いに反映されて
いるものと考えられる。そのため、非修飾物において十分な抗トロンビン作用を示すため
には HS が HP に比較し高い濃度を必要としたが、スペルミン添加による抗トロンビン活
性の減弱作用はほぼ同様の濃度で認められたと考えられた。また、SPR により求めた AT
と HP との Kd 値に対するスペルミンの効果は、30 µM 存在下で、約 1/9 に減少したが、
トロンビン、AT および HP との三者の反応は、HP が AT と結合するだけでなく、トロン
ビンとも結合することから、実際のスペルミンの作用はもっと大きい可能性がある。 
AT と HP の相互作用は tPA と HP の相互作用よりも強いため、トロンビン活性より
もプラスミン活性を阻害する場合の方が HP は高い濃度を必要とした。しかしながら、両
者の反応系における HP の作用を阻害するために必要なスペルミンの濃度はほぼ同じであ
った。SPR 分析の結果から、スペルミン添加により、HP と AT との相互作用は弱くなっ
たが、HP と tPA との相互作用は強くなった。このことより、両者の反応系において HP
の作用濃度は 10 倍以上異なっていたのにもかかわらず、トロンビン及びプラスミン活性
をスペルミンが同レベルの濃度で阻害作用を示したと考えられる。 
tPA には蛋白質の lysine-clusters と反応する部位が存在すると報告されている (39)。 
HP に結合したスペルミンが tPA 上の lysine-clusters と反応する部位に反応し、tPA と
HP の affinity を上昇させる可能性がある。また、tPA の活性部位の構造は、tPA と HP
及びスペルミンが ternary complex を形成し、変化しているのかも知れない。 
HP結合蛋白質は数多く知られている。今回、ポリアミンがHPとATとの結合を阻害し、
また、HP と tPA との結合を増強することが明らかとなったが、その他の HP 結合蛋白質
の活性もポリアミンが調節している可能性も考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
第二章 
 
プロスタグランジン合成に対するポリアミンの作用 
-24- 
第二章 プロスタグランジン合成に対するポリアミンの作用 
 
プロスタグランジンは炭素数 20 の不飽和脂肪酸でさまざまな生理作用、薬理作用をもつ
ことが知られている。特に、不安定で寿命は極めて短いが非常に強い生理活性を示すトロ
ンボキサン A2（TxA2）(41)やプロスタサイククリン（PGI2）(42)が発見された後、プロス
タグランジンの研究はますます盛んになった。Fig.2-1 にプロスタグランジンの合成経路を
示した。 
プロスタグランジン D2（PGD2）(43)や、PGI2 (44-46)等は cAMP 濃度を上昇させる作用
を持つ。一方、ポリアミンの生合成については、オルニチンからプトレスシンがオルニチ
ン脱炭酸酵素（ODC）により合成され、さらにスペルミジン、スペルミンが合成される。
この ODC は turn over が速く、ポリアミン合成における律速酵素であるが、ODC 活性の
上昇に先立ち、cAMP 濃度が上昇することが知られている(47-49)。そこで、ポリアミンが
プロスタグランジン合成にどのような影響を与えるか、さらに、ポリアミンはリン脂質と
結合することから、ポリアミンのプロスタグランジン合成への影響に対するリン脂質の関
与について検討した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2-1. プロスタグランジン合成経路 
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材料と方法 
ウシの精嚢腺及び子宮、ブタ肺は帝国臓器株式会社（現あすか製薬）より、ヒト血小板
は千葉大学医学部放射線科三好武美博士より、提供を受けた。 
 
種々ミクロゾームの調製 
 
 ウシの精嚢腺及び子宮、モルモットの肺及び肝臓、ブタの肺及びラットの脾臓は、その
湿重量の 2.5 倍容の 50 mM K-phosphate buffer , pH 7.4 で、Ultra turax を用いてホモジ
ナイズした。このホモジネートを 10,000 g×15 分間遠心した後、その上清をさらに 105,000
ｇ×60 分間超遠心し、そのミクロゾーム沈殿を 50 mM K-phosphate buffer , pH 7.4 で
suspend し、使用時まで-70℃に保存した。 
ヒト血小板は Tai らの方法（50）に従い、buffer (10 mM K-phosphate buffer , pH 7.4、
0.15 M NaCl、1 mM EDTA)で洗浄した後、sonication (Bronwill Biosonik Ⅳ、at its 
maximal power output for 1.5 min)し、10,000 g ×15 分間遠心した後、上記と同様に超遠
心し、沈殿を 50 mM K-phosphate buffer , pH 7.4 に suspend した。 
 
プロスタグランジン合成酵素の部分精製 
 
ウシ精嚢腺より、Miyamoto らの方法 (51,52) により、プロスタグランジン合成酵素を部
分精製した。ウシ精嚢腺を 3 倍容の 20 mM K-phosphate buffer , pH 7.4 でホモジナイズし
た後、10,000ｇ×10 分間遠心し、上清をさらに 78,500 g×90 分間超遠心した。沈殿を等容
の 20 mM K-phosphate buffer , pH7.4 で suspend した後、もう一度超遠心し、その沈殿を
同じ buffer で蛋白濃度が約 30 mg/ml となるように suspend した。さらに、終濃度が 20 mM 
K-phosphate buffer , pH 7.4、1％ Tween 20、1 mM GSH（Buffer A）となるように buffer
を加え、軽くホモジナイズした後、攪拌しながら氷水中に 30 分間放置した。この上清を the 
solubilized enzyme とした。 
この the solubilized enzyme は DEAE-Cellulose カラムクロマトグラフィー（2.5mg 
protein / cm3）にて分取した。Buffer A で平衡化したカラムに試料をのせ、Buffer A で洗
浄した後、100 mM K-phosphate buffer , pH 7.4 を含む Buffer A 、さらに 200 mM 
K-phosphate buffer , pH 7.4 を含む Buffer A で溶出させ、それぞれのピークを FrⅠ、Fr
Ⅱ及び FrⅢとし、-80℃に保存した。FrⅠは prostaglandin endoperoxide synthetase を、
FrⅢは prostaglandin E isomerase を含む。FrⅡには PGI2 synthetase が含まれている。
プロスタグランジン合成にはこれらを組み合わせて用いた。なお、FrⅠ、FrⅡ及び FrⅢは
それぞれ Bio-Beads SM2 を 1 g / 2 ml 加え(53)、0℃ 2 時間浸盪し、Tween 20 を除去した
後使用した。ただし、FrⅠはカラムに吸着しなかった画分であるため、Tween 20 の濃度が
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高く、Bio-Beads SM2 による処理を 2 回行った。なお、活性の収率はほぼ 100％であった。 
 
プロスタグランジン合成能の測定 
 
 反応液 0.5 ml 中には、0.1 M Bicine-NaOH , pH 8.0、2.5 mM Tryptophan、1 µM Hemin、
1 mM Glutathion、0.1 mM EDTA、0.2 µCi [14C]アラキドン酸と適当量の酵素を含む。こ
の反応液を 37℃にてウシ精嚢腺の場合は 10 分間、その他の場合は 30 分間浸盪しながら加
温した後、1 M HCl を加え、反応液の pH を 3.0 にし、反応を停止させた。これに、4 ml
の酢酸エチルを加え、生成物を mixer で 5 分間抽出した。この酢酸エチル層を分取し、減
圧下で蒸発させ、その残査を 50 µL のエタノールに溶かし、この 20 µL を薄層板にスポッ
トした。薄層の展開は、Hassid らの方法に従い（54）、酢酸エチル/ iso-octane / 酢酸 / 水
（11：5：2：10、vol/vol）の有機溶媒層にて行った。展開後、radio active な生成物の位置
を radiochromato-scanner にて確認した後、その位置の薄層をかきとり、生成物をメタノ
ール/エチレングリコール/ジオキサン（5：1：19）3 ml で 2 回抽出した。このうちの 5ml
をジオキサン 1 L 中にナフタリン 120 g、PPO 8 g 溶解した液 5 ml 入ったバイアルに加え、
液体シンチレーションカウンターで測定した。なお、標準のプロスタグランジンの位置は
10％リンモリブデン酸エタノール溶液を薄層板に噴霧し、110℃, 30 分間加温し、発色させ
て確認した。 
 
リン脂質の調製 
 
 リン脂質はラット肝臓のミクロゾームより Folch らの方法(55)で抽出した。 
 
リン脂質の定量 
 Morrison らの方法(56)に従ってリンの量を測定し、そのリンの量の 25 倍をリン脂質の量
とした。リン量の測定は以下のように行った。 
試料 0.5 ml に TCA を最終濃度 5%となるように加え遠心した後、その沈殿を再度 5%TCA
で洗浄した。ただし、試料に界面活性剤が入っている場合には、5% TCA では完全に沈殿
しないため、10% TCA を用いた。この沈殿にクロロホルム：メタノール（2：1）混液を 5 
ml 加え、5 分間混和した後、室温で 12 時間以上放置した。遠心した後、上清 4 ml を分取
し、これに生理食塩液 1 ml を加え、5 分間混和した。遠心した後、クロロホルム層 1 ml
を分取し、ケルダールフラスコにて減圧下でクロロホルムを除去した。乾固後、0.15 ml の
濃硫酸を加え、ガスバーナーで炭化するまで熱した。検体の炭化に伴う褐色の色は過酸化
水素水 30%液を 1 滴加え脱色した。それに、水 4.2 ml、2.5 %モリブデン酸アンモニウム
0.4 ml、還元試薬（1-アミノ-2-ナフトール-4-スルホン酸 0.5 g、無水 Na2SO3 1 g/200 ml 15% 
NaHSO3）0.2 ml を加え、7 分間煮沸した後、冷却し、830 nm の吸光度を測定した。 
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蛋白濃度の測定 
 
試料の蛋白濃度の測定はLowry法(57)あるいはCoomassie Brilliant Blue法(58)により求
めた。 
 
 
結 果 
 
プロスタグランジン合成に対するポリアミンの影響 
 
 種々の組織から調製したミクロゾームを用いて、それぞれのプロスタグランジン合成能
およびプロスタグランジン合成に対するスペルミンの影響を検討した。Fig.2-2 に、種々組
織でのスペルミン存在下（5 mM）および非存在下でのそれぞれのプロスタグランジン合成
量を絶対量で示した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Fig. 2-2.  Effect of spermine on prostaglandin synthesis by various microsomes.  
1: 6-ketoPGF1α,   2:PGF2α,   3: TXB2,    4: PGE2,   5:PGD2 
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Fig. 2-3.  Effect of spermine on PGF2α (A), TXB2 (B), PGE2 (C), and 6-ketoPGF1α (D) 
synthesis by microsomes. ●：bovine uterus, ○：bovine seminal vesicle,  ■：guinea 
pig lung, ×：porcine lung,  ▲：human platelet,  △：rat spleen 
 
また、スペルミン非存在下でのそれぞれのプロスタグランジン合成量を 100 としてスペ
ルミンを添加した際の合成量の変化を Fig. 2-3 に示した。 
プロスタグランジンの同定は薄層にプロスタグランジン標準品をスポットし、放射活性の
peak の Rf 値と発色させたプロスタグランジン標準品の Rf 値の比較から行った。さらに、
ラジオイムノアッセイや特異的阻害剤を用いて同定を行った。TxA2 synthetase の阻害剤と
しては imidazole (50)を、PGI2 synthetase の阻害剤としては、3-hydroperoxy-3-methyl-2- 
phenyl-3H-indole (59)を用いた。 
Fig. 2-2 および Fig. 2-3 に示したように、モルモット肺及びウシ子宮のミクロゾームによ
るプロスタグランジン(PG)F2α合成及びヒト血小板及びラット脾臓のミクロゾームによる
thromboxane (Tx)B2（TxA2の不活性型）合成はスペルミンにより促進が認められた。ただ
し、モルモット肺では PGE2と TxB2のどちらも合成するが、この 2 つは Rf 値が非常に近
いため、十分な分離ができず、PGE2および TxB2の混合物として示した。Fig. 2-4 はこの
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モルモット肺でのプロスタグランジン合成へのスペルミンの影響を TxA2 合成酵素の阻害
剤である imidazole の存在下および非存在下で検討した結果を示した。Imidazole 共存下で
TxB2合成を阻害すると PGE2の peak が認められるようになった。一方、PGE2合成はウシ
精嚢腺および子宮、ブタ肺のミクロゾームで認められたようにスペルミンによって阻害さ
れ、また、ウシ精嚢腺および子宮、ブタ肺及びラット脾臓のミクロゾームによる
6-ketoPGF1 α合成もスペルミンにより阻害された。同様にウシ精嚢腺、モルモット肺及びラ
ット脾臓による PGD2合成も阻害された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.2-4  Effect of spermine and imidazale on prostaglandin synthesis by guinea pig 
lung microsomes. A：no addition, B：5 mM spermine, C：500 µM imidazole, D：5 mM 
spermine+500 µM imidazole. 
 
 
 次にモルモット肺ミクロゾームによる PGF2α合成、ウシ精嚢ミクロゾームによる PGE2及
び 6-ketoPGF1α合成に対する各種ポリアミンの影響を Fig. 2-5 に示した。 
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 Fig.2-5  Effect of polyamines on PGF2α (A), PGE2 (B), and 6-ketoPGF1α (C) synthesis 
by guinea pig lung microsomes(----) or bovine seminal vesicle microsomes ( － ).      
○：spermine,  ×：spermidine,  △：putrescine 
 
検討したプトレスシン、スペルミジン及びスペルミンでは、プトレスシンは効果が小さく、
スペルミンがもっとも PGF2 αの合成を促進し、PGE2、6-keto PG F1 α合成を阻害した。十
分な効果を示すためには、5 mM スペルミンを必要とした。 
 
モルモット肺、ウシ精嚢腺 ミクロゾームによる PGF2α、PGE2および 6-keto PG F1α合成
における各種イオン及び diamine の影響 
 
モルモット肺ミクロゾームによる PGF2α合成、ウシ精嚢腺ミクロゾームによる PGE2およ
び 6-keto PG F1α合成に対する KCl、MgCl2の影響を検討した結果を Table 2-1 に示した。
KCl、MgCl2を加えた場合にも PGE2および 6-keto PGF1 α合成の阻害が認められたが、そ
の効果は 5 mM スペルミンに比較し小さかった。このことより、生体内カチオンとしては
スペルミンが最も効果的であることが示唆された。 
さらに、PGF2α、PGE2および 6-keto PGF1α合成に対する polymethylene diamine の影
響を検討し、結果を Table 2-2 示した。NH2(CH2)6NH2 は、効果は小さかったが、
NH2(CH2)8NH2、NH2(CH2)10NH2 及び NH2(CH2)12NH2（結果は表には示していない）を
反応液に添加すると PGF2 α  及び 6-keto PG F1 α  合成では 5 mM スペルミンと同程度の促
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進及び阻害効果を示した。PGE2 合成に対してはスペルミンよりも効果は小さかった。
NH2(CH2)8NH2 と NH2(CH2)12NH2 の分子の大きさはそれぞれスペルミジンとスペルミン
とほぼ同じであることから、プロスタグランジン合成調節には両端にアミノ基を有する一
定以上の長さのジアミンが有効であることが示唆された。 
 
Table 2-1  Effect of KCl and MgCl2 on PGE2 and 6-keto-PGF1α synthesis by bovine 
seminal vesicle microsomes. 
Addition              PGE2 formed          6-keto-PGF1α formed 
                       (pmol)    (%)            (pmol)      (%) 
 None                 632 100         24.2     100 
  5 mM spermine        455    72         11.1      46 
  50 mM KCl            600    95         21.5     89 
 100 mM KCl          594    94        18.9     78 
 5 mM MgCl2           531    84         17.2     71 
  10 mM MgCl2       525        83   15.5     64 
 
 
 
Table 2-2  Effect of polymethylenediamines on PGF2α, PGE2 and 6-keto-PGF1α 
synthesis by guinea pig lung or bovine seminal vesicle microsomes. 
 
Addition          PGF2α formed         PGE2 formed     6-keto-PGF1α formed 
              (pmol)   (%)         (pmol)   (%)        (pmol)   (%) 
None   42.7  100  682  100     45.1 100 
5 mM spermine      98.2 230   477    70       17.2     38 
5 mM NH2(CH2)6NH2    69.2   162    614    90      31.1     69 
5 mM NH2(CH2)8NH2    106.0    248        580   85       17.1      38 
5 mM NH2(CH2)10NH2    99.1     232       600    88     18.4     41 
Guinea pig lung microsomes were used for the synthesis of PGF2α and bovine seminal 
vesicle microsomes for the synthesis of the other prostaglandins. 
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リン脂質 free の酵素系におけるプロスタグランジン合成に対するリン脂質及びスペルミン
の影響 
 
これまでの検討はミクロゾーム分画を酵素源として用いたが、プロスタグランジン合成に
対するポリアミンの影響にリン脂質が関与しているのかどうか、ウシ精嚢腺ミクロゾーム
分画よりプロスタグランジン合成酵素を部分精製し、リン脂質 free な PGE2合成系にて検
討した。部分精製した酵素のリン脂質の量を測定した結果、その量はミクロゾームに比較
し 1/10 以下に減少していた。 
Table 2-3 に示したように、リン脂質 free な PGE2合成に対するスペルミンによる阻害は
ほとんど認められなかった。そこで、この系にリン脂質を添加したところ添加量に従いス
ペルミンによる阻害率が大きくなった。つまり、リン脂質無添加の場合には、スペルミン
による阻害は 5％であったが、リン脂質を 60 µg 添加した場合には、阻害率は約 50％にな
った。従ってスペルミンによる PGE2合成阻害はリン脂質とスペルミンの相互作用によるも
のであることが示唆された。 
 
 
Table 2-3  Effect of phospholipids and spermine on the synthesis of PGE2 by 
phospholipid-free prostaglandin synthetase from bovine seminal vesicle. 
 
Phospholipid          PGE2 formed (pmol)             Ratio 
 added (µg)          Without     5 mM          (5 mM spermine/ 
                spermine   spermine         without spermine) 
－         515     488               0.95 
10                  519         454               0.88 
20                  528         450               0.85 
40                  460         327               0.73 
60                  392         206               0.53 
For the assay of PGE2 synthesis , 24 µg of FractionⅠand 28 µg of FractionⅡwere used. 
Phospholipids from rat liver micrsomes were used in this experiment. 
 
 
そこで、リン脂質とスペルミンの結合の強さをゲルろ過法で検討した。結果を Fig.2-6 に
示 し た 。 リ ン 脂 質 と ス ペ ル ミ ン の 結 合 の 強 さ は 、 phosphatidylinositol ＞
phosphatidylethanolamine ＞ phosphatidylcholine の順であった。なお、図には示してい
ないが、スペルミンはウシ精嚢腺のミクロゾーム蛋白質との結合はほとんど認められなか
った。 
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Fig.2-6  Binding of  [14C] spermine to the complex of microsomal protein and various 
phospholipids. 
 
 
次にスペルミンの効果がリン脂質の種類により変化するかどうかを、部分精製しリン脂質
を除去した酵素を用い、5 mM スペルミン存在下 PGE2合成に及ぼす種々のリン脂質の効果
を調べることにより検討した（Fig. 2-7）。 
PGE2 合成のスペルミンによる阻害は phosphatidylinositol では認められず、
phosphatidylethanolamine 及び phosphatidylcholine を添加した場合には、添加量に従い
スペルミンによる阻害効果が大きくなり、スペルミンによる PGE2合成の阻害に対し、もっ
とも効果を示したのは、phosphatidylcholine であった。このことより、ミクロゾームによ
る PGE2合成のスペルミンによる阻害には、リン脂質の中でも phosphatidylcholine の関与
が大きいと考えられた。図には示してないが、6-keto PGF1α合成でも PGE2 と同様の結果
であった。 
 
これらの結果から、スペルミンによる PGE2及び 6-keto PGF1α合成阻害は膜成分である
リン脂質と、その中でも phosphatidylcholine と相互作用しておこることが示唆された。 
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Fig.2-7  Effect of phoupholipid and spermine on PGE2 synthesis. 
For the assay of PGE2 synthesis, 24 µg of FractionⅠand 28 µg of FractionⅢ in 0.5 ml 
reaction mixture were used. 
●：phosphatidylinositol, ○：phosphatidylethanolamine, ×：phosphatidylcholine 
 
 
さらに phosphatidylcholine の脂肪酸組成の影響について検討し、結果を Table2-4 に示
した。PGE2合成に対する phosphatidylcholine の影響はその脂肪酸組成により異なり、飽
和脂肪酸で構成された phosphatidylcholine は PGE2合成を促進したが、不飽和脂肪酸を含
む phosphatidylcholine は PGE2合成を阻害した。不飽和脂肪酸の含量は卵に比較し、大豆
の方が高いと報告されている(60)が、卵由来に比較し大豆由来の phosphatidylcholine の方
が阻害の程度は大きかった。しかし、スペルミンはいずれの phosphatidylcholine の場合も
ほぼ同じ阻害率を示した。このことは、スペルミンが phosphatidylcholine のリン酸基との
相互作用により効果を示すことを示唆している。 
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Table 2-4 Effect of spermine and phosphatidylcholine on PGE2 synthesis. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
For the assay of PGE2 synthesis, 24 µg of FractionⅠand 28 µg of FractionⅡ 
were used. 
 
(pmol) (%)
－ － 520 100
－ ＋ 494 5
－ 657 126
＋ 434 34
－ 322 62
＋ 184 43
－ 312 60
＋ 187 40
－ 214 41
＋ 131 39
spermine
（5 mM)
phosphatidylcholine
(20 µg)
PGE2 formed Inhibition by spermine
（％）
phosphatidylcholine
dipalmitoyl
phosphatidylcholine
diolelyl
phosphatidylcholine
from egg
phosphatidylcholine
from soybean
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考 察 
スペルミンは各種臓器のミクロゾーム分画を酵素源とした検討から PGF2α、TxB2合成を
促進し、PGE2、PGI2及び PGD2合成を阻害した。このスペルミンの阻害作用は酵素源をミ
クロゾーム分画の替わりに精製したリン脂質 free の酵素に用いると消失し、精製酵素にリ
ン脂質を添加することにより阻害が認められたことから、スペルミンの作用はリン脂質と
の相互作用により発現するものと考えられた。 
プロスタグランジンの生理作用としては、TxA2（TxB2の活性前駆体）が血小板凝集作用
をもつ(41,61)のに対し、PGI2（6-keto-PGF1αの活性前駆体）は血小板凝集を抑える働き(42) 
がある。ポリアミンは TxA2 合成を促進し、PGI2 合成を阻害することから、ポリアミン
の作用は止血の方向に作用し、第一章で検討した血液凝固線溶系に対するポリアミンの作
用と同様であった。 
ポリアミンとリン脂質との結合を検討した結果、phosphatidylinositol が一番強く、
phosphatidylcholine が一番弱かった。しかし、phosphatidylcholine が膜成分としてもっ
とも一般的であり、phosphatidylcholineがポリアミンの作用をもっとも強く示したことは、
生体内においても同様の作用が発現する可能性が高いと考えられる。 
さらに、ここで検討したプロスタグランジン合成に対するポリアミンの効果はミクロゾー
ムを用いた系でもDEAE-celluloseカラムにてリン脂質を除いて部分精製した酵素を用いた
系においても 2 つの酵素が関与している系で検討している。つまり、前駆体であるアラキ
ドン酸から PG endoperoxide (PGG2及び PGH2)を合成する PG endoperoxide synthetase 
と各種 isomerase あるいはプロスタグランジン合成酵素の 2 つが関与している。ポリアミ
ンの作用点は、PG の種類により合成が促進されるものと、阻害されるものがあることより、
PG endoperoxide synthetase よりも isomerase あるいはプロスタグランジン合成酵素と考
えられた。 
また、PGF2α、TxB2には DNA 合成を開始させ、RNA 合成を促進するなど、細胞増殖に
促進的に作用することが報告されている(62-65)。また、ポリアミンは細胞増殖期にはその
含量が増加し(66)、蛋白合成を促進することが明らかとなっている。このポリアミンが同じ
く細胞増殖と関係の深い PGF2αと TxB2 の合成を促進することは合目的性にかなっている
と考えられる。 
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結 論 
ポリアミンは、AT と HP/HS との相互作用を阻害することにより、トロンビン活性
を促進し、tPA と HP/HS との相互作用を増強することにより、tPA を介したプラスミ
ン作用を減弱させた。また、プロスタグランジン合成に対してもポリアミンは血小板凝
集作用を示す TxA2合成を促進し、血小板凝集抑制作用を示す PGI2合成を抑制した。
これらの結果より、ポリアミンは出血時に止血させる作用を持つことが示唆された。ポ
リアミンは細胞増殖と同様生体防御に対しても、重要な役割を果たしている可能性が高
い。 
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要 旨 
 
［序論］ 
プトレスシン、スペルミジン、スペルミンに代表されるポリアミンはほとんどすべて
の組織に分布し、通常の細胞増殖に必須の低分子塩基性生理活性物質である。ポリアミ
ンの細胞内濃度は生合成、分解、取り込み及び排出により精密に制御されている。ポリ
アミンは細胞内においてはほとんど遊離の状態では存在せず、核酸特に RNA と complex
を形成して存在し、転写または翻訳の種々の段階で影響を与えている。ポリアミンは大
腸菌では 30S ribosomal subunits の in vivo での assembly を誘導し、また、細胞増殖に重
要なある種の蛋白合成を促進する。 
ポリアミンはそのカチオンとしての性質から、核酸以外にも種々の生体成分と相互作
用することが報告されている。その一つがグリコサミノグリカン(GAG)である。GAG
は酸性 polysaccharides であり、glypican、syndican、perlecan や ryudocan といった
proteoglycans の構成成分として mammalian cells の細胞外マトリックスや細胞表面に見
出され、糖の骨格構造からいくつかに分類されている。実際、スペルミンと glypican と
の affinity が高いとの報告や、最近では、GAG がポリアミンの取り込みに必要であるこ
と、glypican-1 の heparan sulfate (HS)は mammalian cells のポリアミンの取り込みのため
の vehicle となる等の報告があり、ポリアミンが GAG と相互作用し、なんらかの作用
を示す可能性が考えられた。また、内皮細胞上の HS は血栓症（thrombosis）や止血
（hemostasis）に必要であることが報告されており、ポリアミンが細胞から遊離した場
合、GAG とポリアミンの相互作用は血液凝固や止血に重要な役割を果たしている可能
性が考えられた。そこで、血液凝固線溶系に対するポリアミンの作用を検討した。 
一方、ポリアミンは細胞膜とも相互作用することが報告されており、ポリアミンが
lysozyme による Micrococcus luteus の溶解を阻害し、膜酵素の活性を変化させる結果も
報告されている。このことから、ポリアミンと膜との相互作用の例としてプロスタグラ
ンジン合成に対するポリアミンの効果を検討した。 
 
1. 血液凝固線溶系に対するポリアミンの作用 1) 
1-1. 血液凝固系に対するポリアミンの作用 
血液凝固系の代表的な GAG はヘパリン(HP)である。そこで、HP の作用に対するポリ
アミンの影響をウサギ血漿を用いたトロンビン凝固時間(TT)で検討した。TT は HP 非存
在下では 77 秒であり、HP 添加により TT は延長し、45 nM (0.1 U/ml)存在下では、10
分経過しても凝固は観察されなかった。この系にスペルミンを添加した場合、HP 非存
在下ではスペルミンの作用はほとんど認められなかったが、45 nM HP 存在下では、ス
ペルミンを添加するに従い凝固時間が減少し、3 mM 添加時の TT は 79.8 秒と HP 非添
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加時と同等にまで HP の抗凝固活性を阻害した。 
次に、凝固系に対するスペルミンの作用をより詳細に検討するために、トロンビン活
性を合成基質 Boc-Val-Pro-Arg-MCA を用いて測定する系を用いた。HP の抗凝固活性は、
アンチトロンビン(AT)との相互作用によりおこることから AT 存在下で検討した。最初
に、この系における HPの作用を確認すると共に代表的な GAG であるヘパラン硫酸(HS)、
デルマタン硫酸(DS)、コンドロイチン硫酸(CS)及びおよびヒアルロナン(HA)の作用につ
いても検討した。 
5種のGAGの内最も強い抗トロンビン活性を示したのはHPであり、その IC50は 0.11 nM
であった。HS 及び DS の IC50はそれぞれ、5.95 及び 44.4 nM であり、CS および HA に
は抗トロンビン活性は認められなかった。5 種 GAG の阻害の程度は硫酸化されたグル
コサミンの存在（HP と HS に存在）と 2 糖単位あたりの硫酸残基の数によるものと考
えられた。そこで、さらに GAG の硫酸残基の重要性を確認するために、完全 O-硫酸化
体を用いて GAG の阻害活性を検討した。DS、CS 及び HA を完全硫酸化すると 2 糖単
位当りの硫酸残基数は 4.0 となり、これらの抗トロンビン活性は著しく増強され、その
IC50は 3 種共に約 1 nM になった。また、HP と HS の完全 O-硫酸化体の 2 糖単位当りの
硫酸残基数はそれぞれ 4.88 と 4.22 であり、DS 等の 4.0 よりも多いのは、グルコサミン
のアミノ基が硫酸化され、その数が 0.88 と 0.22 であるためと推測された。完全 O-硫酸
化HPとHSのトロンビン活性に対する IC50 は、それぞれ 0.95 nM及び3.10 nMであり、
HP は非修飾物に対し完全 O-硫酸化により阻害効果はわずかに減弱し、HS は完全 O-硫
酸化によりわずかに増強した。完全 O-硫酸化 HP に比較し、完全 O-硫酸化 HS の阻害
効果が小さいのは、HS 中の D-グルクロン酸の存在 によるものと考えられた。HP は
L-イズロン酸の含量が高いのに対し、HS は D-グルクロン酸含量が高い。GAG と蛋白
の相互作用には糖鎖の柔軟性が重要であるが、D-グルクロン酸は L-イズロン酸に比較
し、より柔軟性がないと報告されている。なお、これら非修飾物及び完全 O-硫酸化物
の抗トロンビン作用は AT 非存在下では認められなかった。 
次に、AT 及び抗トロンビン活性を示した GAG 存在下でのトロンビン活性に対するポ
リアミンの効果を検討した。IC50値の約 5 倍高い濃度の GAG を添加した時、ポリアミ
ン非存在下ではトロンビン活性はほとんど認められなかった。この条件下、ポリアミン
添加により GAG (HP, HS and DS)の抗凝固作用は濃度依存的に減弱し、0.5 nM HP 存在
下のスペルミン、スペルミジン及びプトレスシンの EC50 値はそれぞれ約 40、600 及び
1500 µM であった。スペルミンを 0.3 mM 添加すると HP の抗トロンビン作用は完全に
消失した。HS 及び DS 添加時にも同様な EC50 値が得られた。 
また、完全 O-硫酸化体を添加した場合、スペルミン及びスペルミジンの EC50 値は非
修飾体添加時より低濃度側にシフトし、これはポリアミンが非修飾体よりも完全 O-硫
酸化体とより強く相互作用するためと考えられた。そこで、HP 及び完全 O-硫酸化 HP
に対するスペルミンの Kd 値を Scatchard plot により求めた。スペルミンの HP 及び完全
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O-硫酸化 HP に対する Kd 値はそれぞれ 41.1 及び 20.8 µM であり、トロンビン活性に対
する EC50とほぼ一致した。この結果は、AT と HP の相互作用が、スペルミンが HP に
結合することにより弱くなるためと推測された。さらに、この可能性について surface 
plasmon resonance (SPR)を用いて検討した。AT を固相化し、検体として HP、スペルミ
ン及び HP とスペルミンを用いた。その結果、HP の AT に対する Kd 値は 24.1 nM と高
い affinity を示した。一方、スペルミンの AT に対する Kd 値は 0.76 mM であり、結合は
弱かった。さらに、HP 5 µM 存在下スペルミンを添加すると、Kd 値は徐々に大きくな
り、スペルミンを 30 µM 添加すると AT と HP の affinity は約 1/9 に減少した。 
 以上のように、ポリアミンは AT と HP/HS の結合を阻害することにより、HP/HS の
抗凝固作用を阻害することが示唆された。 
 
1-2. 線溶系に対するスペルミンの作用 
 フィブリンの溶解はプラスミンによるものであり、プラスミンはプラスミノーゲンか
ら組織型プラスミノーゲンアクチベーター (tPA)により産生される。そこで、HP とス
ペルミンの作用をプラスミンの合成基質である Boc-Val-Leu-Lys-MCA を用いてプラス
ミン単独あるいはプラスミノーゲン(PN)と tPA 共存系で検討した。HP はプラスミン単
独の系では作用はまったく認められなかったが、PN と tPA の共存系では合成基質の水
解を濃度依存的に促進した。なお、スペルミンは tPA 活性に対しても作用をほとんど示
さなかった。40 nM HP 添加時、PN と tPA の共存系の水解は 6.5 倍促進された。また、
スペルミンを添加すると凝固系での知見と同様 HP の作用を強く抑制し、スペルミンの
EC50 値は約 100 µM であった。この結果から、HP はプラスミンとではなく tPA と反応
することが示唆された。そこで、tPA と HP の相互作用を SPR により確認した。tPA を
固相化し、検体として HP、スペルミン及び HP とスペルミンを用いた。tPA に対する
HP の Kd 値は 175 nM であり、AT に対する HP の Kd 値よりも大きかった。5 µM HP と
共に 30 µM スペルミンを添加すると、tPA に対する HP の Kd 値は 3.6 倍小さくなり、
スペルミン存在下では tPA と HP の相互作用は強くなることにより、tPA 活性が低下す
ることが示唆された。以上、ポリアミンは HP/HS による tPA 活性の増強を阻害するこ
とにより、線溶を阻害した。 
 
2. プロスタグランジン合成に対するポリアミンの作用 2) 
 種々の組織から調製したミクロゾームを用いて、プロスタグランジン(PG)合成に対す
るポリアミンの影響を検討した。 
モルモット肺あるいはウシ子宮の系における PGF2αの合成および、ヒト血小板及びラ
ット脾臓による TxB2 の合成はスペルミンにより促進された。一方、ウシ精嚢腺及びブ
タ肺による PGE2合成やウシ精嚢腺及び子宮による 6-keto-PGF1 α合成、およびウシ精嚢
腺とラット脾臓による PGD2 合成はスペルミンにより阻害された。TXB2 合成促進は、
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活性体前駆体の TXA2合成促進を示唆し、6-keto-PGF1 α合成阻害は同様に活性体前駆体
の PGI2合成阻害を示唆している。PGE1、PGE2及び PGI2は cAMP 含量を増加させ、ポ
リアミンの合成を促進しているとの報告もあり、PGE2 や 6-keto-PGF1 α合成のスペルミ
ンによる阻害は一種の feedback 阻害であるかも知れない。さらに、ポリアミンは細胞増
殖に必要な PGF2 α及び TxB2の合成を促進するのは合理的であるかも知れない。また、
３種のポリアミンの影響を検討したが、スペルミンが最も効果が強く、至適濃度は約 5 
mM であった。 
次に、ポリアミンはリン脂質と結合することから、リン脂質がスペルミンによる PGE2
合成の阻害に影響するかどうかを、リン脂質-free PG 合成系を用いて検討した。PGE2
合成のスペルミンによる阻害はミクロゾームの代わりにリン脂質-freeの PG合成酵素を
用いると認められなくなった。さらに、リン脂質を反応液中に添加すると PGE2合成の
スペルミンによる阻害は添加したリン脂質の量に従い、徐々に認められた。検討したリ
ン脂質の中で、フォスファチジールコリン（PC）がスペルミンによる PGE2合成の阻害
に対し、もっとも効果を示した。これらの結果はリン脂質が PG 合成に対するポリアミ
ンの効果に重要であることを示唆している。 
さらに PC の脂肪酸組成の影響について検討した。PGE2合成のスペルミンによる阻害
の程度は構成脂肪酸の異なるどの PC の存在下でもほとんど同じであったが、PGE2合成
に対する PC の効果は脂肪酸組成により異なっていた。すなわち、飽和脂肪酸で構成さ
れた PC は PGE2合成を促進した。 
 
3. まとめ 
以上、ポリアミンは、AT や tPA と HP/HS との相互作用を変化させることにより、ト
ロンビン活性を促進し、tPA を介したプラスミン作用を減弱させた。また、PG 合成に
対してもポリアミンは血小板凝集作用を示す TxA2合成を促進し、血小板凝集抑制作用
を示す PGI2合成を抑制した。これらの結果より、ポリアミンは出血時に止血させる作
用を持つことが示唆された。スペルミンの濃度は血漿中では低いことが報告されている。
しかし、スペルミンは細胞内には mM の濃度で存在する。もし、出血部位で細胞が損
傷した場合、スペルミンの濃度は局所的に 100 µM のオーダーまで上がる可能性があり、
この場合にはスペルミンと HP の Kd 値は 40 µM であることから、スペルミンは HP
と作用する可能性が考えられた。ポリアミンは細胞増殖と同様生体防御に対しても、重
要な役割を果たしている可能性が高い。 
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